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 1 UVOD 
Že več kot sedemdeset let v zdravljenju raka prevladujejo konvencionalne terapije, kot so 
kirurški poseg, kemoterapija in radioterapija. Kljub temu da gre za visoko učinkovite metode 
pri odstranjevanju primarnih tumorjev, pa pogosto prihaja do ponovitve bolezni zaradi 
tumorskih metastaz in rakastih celic, ki prestanejo terapijo (Borghaei in sod., 2009). Naziv 
»2013's Breakthrough of the Year«, ki ga je podelila revija Science, pripada pristopom 
zdravljenja raka, ki jih poznamo pod imenom imunoterapija (Sukari in sod., 2016), ki 
bazirajo na uporabi mehanizmov imunskega sistema za odstranjevanje rakastih tkiv 
(Duraiswamy in sod., 2013). V to skupino spadajo tudi kontrolne točke imunskega sistema, 
ki so v veliki večini inhibitorni receptorji, katerih ligande najdemo na širokem naboru 
celičnih tipov. 
Ipilimumab je prvo humano protitelo, ki je bilo odobreno s strani FDA (angl.: Food and Drug 
Administration) za blokado kontrolnih točk imunskega sistema pri indikaciji melanom. 
Ipilimumab se veže na CTLA-4 (angl.: cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) in 
aktivira imunski sistem. Melanom je zaradi imunogene narave pogosto obdan z 
regulatornimi T celicami (Treg) , ki imajo na svoji površini  CTLA-4. S tem mehanizmom 
melanom utiša imunski odziv v svojem mikrookolju. Za efektivnost imunoterapije z anti-
CTLA-4 protitelesi sta ključni dve specifični vezavi ipilimumaba. Prva preko regije za 
vezavo antigena (Fab), ki se poveže s celicami, ki imajo na površini CTLA-4. Druga pa 
preko konstantne (Fc) regije vezanega protitelesa z gama receptorja konstantne regije 
(FcγR), ki se nahaja na efektorskih celicah imunskega sistema. Uspešna vezava povzorči 
celično smrt Treg celic v mikrookolju tumorja (Simpson in sod., 2013). Večina sodobnih 
pristopov za izboljšavo protiteles s spremembo vezave na CTLA-4 temelji na selektivnemu 
izboljšanju vezave aktivacijskih podtipov FcγRIIIa, FcγRIIb. 
Načrtovanje in analiza sprememb, ki bi lahko vplivale na lastnosti proteinov, je dolgotrajen 
in drag proces. Uporaba računalniških tehnik za analizo in izboljšavo molekul lahko olajša 
ta proces in se zaradi tega razloga pogosto uporablja v farmaciji pri razvoju zdravil. 
Predpostavka za uporabo takih pristopov so zanesljive informacije o strukturi proučevane 
molekule, ki jih najpogosteje pridobimo s spektroskopskimi metodami, kot sta rentgenska 
kristalografija ali nuklearna magnetna resonanca (Ramirez, 2016). Iz teh strukturnih 
podatkov se je razvilo več različnih metod. Glavne metode, uporabljene v računski kemiji, 
so molekularno sidranje, de novo načrtovanje, virtualno rešetanje, kvantitativno razmerje 
med strukturo in delovanjem, simulacije molekularne dinamike in molekularno modeliranje 
(Mandal in sod., 2009). 
Farmakogenomika je veda, ki se osredotoča na identifikacijo variacij genoma, ki bi lahko 
vplivale na izid zdravljenja z določenim zdravilom. Vplivi sprememb so vidni pri različnih 
farmakoloških lastnostih zdravila pri posameznikih. Posebno pozornost si zaslužijo tudi 
rakava tkiva, ki poleg podedovanih sprememb nosijo tudi somatsko pridobljene genomske 
variacije. Te so lahko pri izbiri protitumorskih zdravil ključne, saj se zaradi njih rakasto tkivo 
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na določena zdravila bolj odzove (Wheeler in sod., 2013). Glavna ovira pri splošni 
implementaciji farmakogenomike v klinično okolje je pomankanje študij, ki bi pokazale 
cenovno učinkovitost takega testiranja in povezale učinek mutacije z izidom zdravljenja 
(Buchanan in sod., 2013). 
Ker so metode za oceno farmakoloških lastnosti kot posledica vnesenih sprememb drage in 
dolgotrajne, smo želeli ovrednotiti racionalni pristop izboljševanja zdravil pri biološkem 
zdravilu ipilimumab. Za ovrednotenje verodostojnosti našega pristopa smo uporabili članek 
(Richards in sod., 2008) v katerem avtorji povežejo spremembo aminokislinske strukture 
ipilimumaba z večjo dejavnostjo efektorskih celic, kar je posledica višje vezavne afinite za 
FcγR. Tak sistem bi lahko nadaljno uporabljali za testiranje sprememb vezavne afinitete, ki 
je posledica tako sprememb aminokislinskega zaporedja ipilimumaba, kot sprememb zaradi 
prisotnosti polimorfizmov na tarčnih receptorjih. 
1.1 NAMEN NALOGE 
Namen magistrske naloge je bil uporaba pristopov modeliranja proteinov, simulacij 
molekularne dinamike, računskih pristopov izračuna vezavne afinitete in farmakogenomske 
analize za optimizacijo lastnosti biološkega zdravila ipilimumab. Poleg namena optimizacije 
smo želeli z uvedbo v literaturi opisane spremembe z znanim in vitro učinkom ovrednotiti 
zanesljivost uporabljenih in silico metod za prihodnje delo.  
1.2 HIPOTEZA  
 Predvidevamo da, bo izračun proste vezne energije z in silico metodo  pokazal višjo 
afiniteto FcγRIIIa za ipilimumab z uvedeno spremembo Gly236Ala na Fc regiji 
protitelesa(sprememba, za katero je znano, da zviša afiniteto vezave Fc regije na 
FcγRIIIa). 
 Predvidevamo da, bo izračun proste vezne energije z in silico metodo bo pokazal 
višjo afiniteto FcγRIIa za ipilimumab z uvedeno spremembo Gly236Ala na Fc regiji 
protitelesa. 
 Predvidevamo da, izračun proste vezne energije z in silico metodo ne bo pokazal 
spremembe afinitete FcγRIIb za ipilimumab z uvedeno spremembo Gly236Ala. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 IMUNOTERAPIJA RAKA  
V zdravljenju raka prevladujejo konvencionalne terapije, kot so kirurški poseg, kemoterapija 
in radioterapija. Kljub temu da gre za visoko učinkovite metode pri odstranjevanju primarnih 
tumorjev, pa pogosto prihaja do ponovitve bolezni zaradi rakastih celic, ki prestanejo 
terapijo, in tumorskih metastaz (Borghaei in sod., 2009). Naziv »2013's Breakthrough of the 
Year«, ki ga je podelila revija Science, pripada pristopom zdravljenja raka, imenovanim 
imunoterapija raka (Sukari in sod., 2016). Osnovni koncept je uporaba mehanizmov 
imunskega sistema za odstranjevanje rakastih tkiv (Duraiswamy in sod., 2013). Nadzor raka 
z imunskim sistemom je namreč primarni mehanizem obrambe pred lastnimi celicami, ki 
niso pod nadzorom programirane celične smrti. Imunske celice, predvsem limfociti T, 
identificirajo mutirane celice in jih odstranijo z različnimi mehanizmi (Houghton in 
Guevara, 2004). Zaradi prilagodljivosti raka pa nekatere celice lahko preživijo 
imunoselekcijo in v nekaterih primerih postanejo zaščitene pred imunskim sistemom z 
uravnavanjem le-tega v tumorskem mikrookolju (Kim in sod., 2007). Terapevtska sredstva 
imunoterapije imajo sposobnost ponovne vzpostavitve imunskega nadzora ali prekinitve 
zaščite tumorskih celic. Imunoterapijo raka delimo na pasivno in aktivno imunoterapijo 
(Munhoz in Postow, 2016). Pri pasivni imunoterapiji gre za uporabo monoklonalnih 
protiteles, limfocitov in citokinov, ki jih uporabimo za stimulacijo že obstoječega odziva 
proti rakastim tkivom. V to kategorijo spadajo CAR-T celice (angl.: Chimeric antigen 
receptor T cells) in protitelesa za blokado nadzornih točk. Aktivna imunoterapija izzove 
imunski sistem za napad na tumorske celice, kar dosežemo z vakcinacijo, nespecifično 
imunomodulacijo ali s targetiranjem specifičnih antigenskih receptorjev (Kakimi in sod., 
2016). 
2.1.1 Blokada kontrolnih točk imunskega sistema 
Kontrolne točke imunskega sistema so v veliki večini inhibitorni receptorji, katerih ligande 
najdemo na širokem naboru celičnih tipov. So ključni za centralno in periferno imunsko 
toleranco. Njihovo delovanje je pogojeno z aktivacijo signalov preko kostimulatornih 
molekul (Anderson in sod., 2016). Pri nekaterih indikacijah raka je metoda inhibicije 
kontrolnih točk postala standardni pristop k zdravljenju, saj kaže dolgotrajno učinkovitost 
(Phan in sod., 2003). Ob času pisanja magistrske naloge poteka več kot 100 kliničnih študij, 
ki preverjajo varnost in učinkovitost imunoterapij pri različnih indikacijah raka. Visoko 
število kliničnih študij za različne indikacije je dokaz, da ima blokada kontrolnih točk 
sistemski učinek.  Najbolj znani tarči sta proteina CTLA-4 (angl.: cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4) in PD-1 (angl.: Programmed cell death protein 1). Nahajata se na 
površini T-celic, za njuno blokado sta odobreni dve zdravili, obe za indikacijo melanoma, 
anti-CTLA-4 protitelo ipilimumab, odobreno leta 2011 (Yang, 2015), ter anti-PD-1 protitelo 
pembrolizumab, odobreno leta 2014 (Kates in sod., 2016). Za kontrolno točko PD-L1 (angl.: 
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Programmed death-ligand 1) sta leta 2016 dovoljenje za vstop na trg pridobili dve protitelesi 
za različni indikaciji, atezolizumab za rak mehurja in nivolumab za Hodgkinov limfom. 
Poleg kontrolnih točk z obstoječimi odobrenimi terapijami pa poznamo tudi kontrolne točke 
proteinov LAG-3 (angl.: Lymphocyte-activation gene 3), HAVCR2 (angl.: Hepatitis A virus 
cellular receptor 2 ) in TIGIT (angl.: T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains), za 
katere še ni odobrenih zdravil (Makkouk in Weiner, 2015). 
2.1.2 Biološko zdravilo ipilimumab 
Ipilimumab je prvo humano protitelo, odobreno s strani FDA za blokado kontrolnih točk 
imunskega sistema. Njegova primarna indikacija je metastaski melanom, ki ima stopnjo 
preživetja desetih let manj kot deset odstotkov. Študije direktne primerjave ipilimumaba s 
protitelesom anti-PD-L1 nivolumab pri indikaciji melanoma tretje in četrte faze kažejo 
manjšo učinkovitost in večjo incidenco stranskih učinkov. Kljub temu dejstvu pa blokada 
CTLA-4 kaže velik potencial pri dolgotrajnem preživetju pacientov. Stopnja preživetja 
pacientov z opravljeno triletno terapijo ne upade tudi po desetih letih po terapiji 
(Schadendorf in sod. 2015). Prav tako se kaže pomembnost blokade CTLA-4 v rezultatih 
kliničnih študij kombinirane terapije. Stopnja preživetja pacientov je višja do 25 % v primeru 
prejemanja kombinirane terapije blokade CTLA4 in PD-1/PD-L1 v primerjavi s pacienti, ki 
prejemajo posamezne terapije (Larkin in sod., 2015). 
2.1.3 Struktura protiteles tipa IgG 
Ipilimumab opredelimo kot humano monoklonalno κ protitelo tipa imunoglobulin tipa G 
(IgG) 1  (Sondak in sod., 2011). Poleg IgG1 poznamo še tri različne podrazrede, in sicer 
IgG2, IgG3 in IgG4. Skupaj predstavljajo 10–20 % plazemskih proteinov v serumu človeka 
(Schur, 1988). Kljub visoki podobnosti aminokislinske sekvence (> 90 %) ima vsak 
podrazred različne lastnosti vezave antigenov, aktivacije komplementa, razpolovnega časa, 
tvorbe imunskih kompleksov in interakcije z efektorskimi celicami. Molekulo 
imunoglobulina sestavljajo štiri polipeptidne verige, dve identični 50 kDa veliki γ težki 
verigi in dve identični 25 kDa lahki verigi tipa κ ali λ (Slika 1) (Potter, 1983). Vsaka težka 
veriga je sestavljena tudi iz treh konstantnih domen CH (angl.: Constant heavy domain), 
imenovanih CH1, CH2 in CH3. Med domenama CH1 in CH2 je »hinge« regija, ki z 
disulfidnimi vezmi med seboj povezuje težki verigi. Na N-terminalnem koncu se nahaja VH 
(angl.: variable heavy domain). Disulfidni vezi povezujeta tudi težko verigo z lahko verigo. 
To sestavljata N-terminalna variabilna domena VL (angl.: Variable light domain) in domena 
CL (angl.: Constant light domain). Lahka veriga z domenama CL in VL skupaj z domenama 
VH in CH1 težke verige tvori  regija za vezavo antigena (Fab). Spodnji del protitelesa, 
domeni CH2 in CH3 tvorita konstantno regijo protitelesa (Fc). Ta regija mediira efektorsko 
funkcijo protiteles preko vezave z gama receptorji konstantne regije (FcγR) ali komponento 
komplementa (C1q) , ki povzročijo lizo ali fagocitozo celice (Wu in sod., 1993). 
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Slika 1: Protitelesa podtipa IgG1 v katerega spada tudi ipilimumab sestavljata dve domeni. Prva, ki je ključna 
za vezavo antigenov je regija za vezavo antigenov (Fab), katero sestavljajo variabilni del lahke (Vl) in težke 
verige (Vl), ter konstantna dela težke verige (C1) in lahke verige (CH1).  Konstantno regijo (Fc) sestavljata 
konstantna dela CH2 in CH3. Puščica prikazuja zasukan pogled protitelesa na katerem je vidna »Hinge« regija, 
ki povezuje regiji Fab in Fc. Mesto N297 prikazuje asparagin na katerega se preko glikozidne vezi vežejo 
glikani. 
Povprečno protitelo vsebuje tudi 4 -18 % glikanov, ki vplivajo na kvartarno obliko proteina 
in imajo pomembno vlogo pri afiniteti vezave FcγR. Glikani so povezani z N-glikozidno 
vezjo na aminokislino Asn297. Osnovno verigo tvori več enot N-acetilglukozamina in 
manoze, na katere se pripenjajo še galaktoza, sialična kislina in fukoza (Wuhrer in sod., 
2009). Poleg glikanov na regiji Fc pa ima 10 - 15 % protiteles glikozilirano tudi regijo Fab, 
kar ima lahko vpliv na vezavne lastnosti protitelesa (Wright in sod., 1991). 
2.1.4 Mehanizem delovanja biološkega zdravila ipilimumaba 
Za aktivacijo limfocitov T sta potrebna dva singala (Peggs in sod., 2006). Prvi signal nastane 
po povezavi  z T celičnim receptorjem (TCR) ter poglavitnim kompleksom tkivne skladnosti 
(MHC), ki se nahaja na  antigen predstavitvenih celicah (APC) . Drugi aktivacijski signal pa 
predstavlja vezava kostimulatornega receptorja CD28 (angl.: Cluster of Differentiation 28) 
limfocitov T z B7-1 (angl.: Cluster of Differentiation 80) in B7-2 (angl.: Cluster of 
Differentiation 86)  ligandom APC. Posledica dvojne vezave je nastanek signalov za 
proliferacijo limfocitov T in sproščanje citokinov, kar zveča imunski odziv na prepoznan 
antigen. V odgovor na aktivacijo limfocitov T iz eksosomov na membrano migrira CTLA-
4, ki tekmuje s CD28 za vezavo na B7. Uspešna vezava CTLA-4 na ligand B7 utiša imunski 
odziv in zaščiti telo preko imunske tolerance (Robert in Ghiringhelli, 2009). 
Melanoma podobno kot druge vrste raka izzove imunski odziv.  V telesu se kot odgovor 
tvorijo limfociti T z zmožnostjo prepoznavanja antigenov, specifičnih za nastale rakaste 
celice. Zaradi spremenljive narave raka nekatere celice preživijo imunsko selekcijo in 
izzovejo t. i. imunotoleranco (Komenaka in sod., 2004). Gre za proces imunourejanja, med 
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katerim rakave celice utišajo aktivacijske procese imunskega sistema (Teng in sod., 2015). 
Natančneje, gre za procese utišanja izražanja antigenov na površini in izkoriščanje 
negativnih povratnih zank za utišanje imunskega sistema z izločanjem inhibitornih citokinov 
ali privabljanjem regulatornih celic v mikrookolje tumorja (Vinay in sod., 2015). 
Po hipotezi klasične teorije blokade imunskih kontrolnih točk je ipilimumab, katerega regija 
Fab se veže na CTLA-4, dosegel terapevtsko učinkovitost z blokado negativnega signala 
B7-CTLA-4 (Greenwald in sod., 2005). Sterična blokada naj bi preprečila inhibitorni učinek 
CTLA-4 na membranah, kar vodi v stalno povezavo CD28 z ligandom B7. Ker ta povezava 
predstavlja aktivacijski signal za limfocite T, se pomakne ravnovesje v populaciji limfocitov 
T v smer proliferacije in prepoznavanja tumorskih antigenov ter posledično odstranitev 
tumorskega tkiva (Gajewski, 2010). »Odstranitev zavor imunskega sistema« je besedna 
zveza, ki se pogosto uporablja za opis tega pristopa (Tarhini in sod., 2010). Predvideva se, 
da gre za strategijo, ki zniža tudi toleranco do lastnih antigenov in vodi do avtoimunih 
simptomov, značilnih za to terapijo (Klein in sod., 2009). 
 
Slika 2: Mehanizem delovanja zdravila ipilimumab po prvotnem prepričanju v katerem je protirakavo 
delovanje ipilimumaba posledica vezave na CTLA-4 receptorjev citotoksičnih limfocitov. Te naj bi bili po 
začetnem odzivu na melanom utišani preko vezave CD28 receptorja na citotoksičnih limfocitih na B7 receptor 
antigen predstavitvenih celic (APC). Ipilimumab pa bi s svojo vezavo onemogočal to povezavo in ponovno 
spodbudil proliferacijo citotoksičnih T celic.  
Dokazov za podporo klasične teorije blokade imunskih kontrolnih točk kljub njeni 
intuitivnosti ni veliko. V novejši literaturi prevladuje mnenje, da je za efektivnost 
imunoterapije z anti-CTLA4 protitelesi ključnega pomena aktivacija FcγR preko Fc regije. 
Ta aktivacija pa ima korelacijo z izčrpanjem  Treg celic (angl.: regulatory T cell) v 
mikrookolju tumorja (Simpson in sod., 2013). Treg celice so populacija Limfocitov T, ki na 
imunski sistem delujejo inhibitorno. Odgovorne so za preprečevanje nastanka avtoimunih 
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bolezni in ohranjanje imunske tolerance. Na svojem površju izražajo receptor CTLA-4. V 
mikrookolju tumorjev se Treg celice pogosto akumulirajo in so del imunotolerance, ki jo 
razvije tumorsko tkivo (Curran in sod., 2010). Ipilimumab doseže terapevtsko učinkovitost 
z vezavo na CTLA-4 in apoptozo Treg celic, kar posledično izniči imunotoleranco 
tumorskega tkiva in ga izpostavi citotoksičnosti limfocitov T (Tarhini in sod., 2010). Regija 
Fc ipilimumaba kot drugih protiteles poseduje zmožnost vezave FcγR, kar daje protitelesom 
zmožnost induciranja celično citotoksičnost odvisno od protiteles (ADCC), celično 
fagocitozo odvisno od protiteles (ADCP) ter od komplementa odvisno citotoksičnost (CDC) 
(Chan in sod., 2010). Tudi dejstvo, da tremelimumab, ki je anti-CTLA-4 protitelo tipa IgG2, 
v kliničnih študijah ni dosegel pozitivnih rezultatov, kaže na pomembnost regije Fc in 
vezavo FcγR pri protitumorskem učinku. Namreč, protitelesa tipa IgG2 za razliko od IgG1 
kažejo precej nižje afinitete regije Fc za FcγR (Chung in sod., 2010). 
 
Slika 3: Opis mehanizma delovanja zdravila ipilimumab preko efekta, mediiranega s FcγR. Ipilimumab se veže 
na regulacijske T celice (Treg), ki se nahajajo v mikrookolju tumorskega tkiva (vijolično) in so odgovorne za 
zaščito rakastega tkiva pred citotoksičnimi učinki imunskega sistema. Po vezavi na Treg celico se na Fc regijo 
vežejo efektorske imunske celice (modro), kot je celica ubijalka (NK). Ta poskrbi za uničenje imunske zaščite, 
saj z mehanizmi citotoksičnosti povzroči celično smrt Treg celic.  
2.1.5 Fcγ receptorji 
Na podlagi razlik v strukturi, funkciji in afiniteti za vezavo IgG receptorjev ločimo tri glavne 
skupine receptorjev Fcγ, in sicer FcγRI, FcγRII, FcγRIII.  FcγRI je največji v družini FcγR 
in ima tudi najvišjo afiniteto za Fc regijo IgG od vseh receptorjev. Njegova poglavitna 
funkcija je aktivacija mevloidnih celic za fagocizoto IgG1 in IgG vezanih tarč. Visoka 
afiniteta receptorja za IgG in visoka koncentracija IgG v krvi pomenita, da je večina FcγRI 
vezanega na endogeni IgG, kar zmanjša njegovo vlogo pri terapevtskih protitelesih 
(Nimmerjahn in Ravtch, 2008). Poleg visoko afinitetnega receptorja FcγRI poznamo še vrsto 
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nizko afinitetnih FcγR, ki se primarno vežejo na agregirani IgG z multivalentnimi, nizko 
afinitetnimi in visoko avidnimi interakcijami (Smith in Clatworthy, 2010). Zaradi tega so v 
in vitro pogojih sposobni vezave na regijo Fc le pod pogojem vzpostavitve kompleksa 
antigen-protitelo, s čimer se preprečita aktivacija ob običajnih fizioloških pogojih in 
nastanek avtoimunosti (Nimmerjahn in Ravtch, 2008). Aktivacijski motif ITAM (angl.: 
immunoreceptor tyrosine-based activation motif) med nizko afinitetnimi receptorji 
posedujeta FcγRIIa in FcγRIIIa. Edini ihnibitorni receptor Fcγ pa je FcγRIIb (Bruhns in sod., 
2009). FcγRIIa je nizkoafinitetni aktivacijski FcγR, izražen na širokem spektru mevloidnih 
imunskih celic, in je glavni mediator ADCP. FcγRIIIa, prav tako nizko afinitetni  aktivacijski 
receptor, izražen pretežno na makrofagih in celicah ubijalkah, je glavni receptor, odgovoren 
za indukcijo ADCC (Bulliard in sod., 2013). Edini inhibitorni FcγR je receptor FcγRIIb, ki 
je od vseh FcγR izražen na najbolj širokem naboru celic. Ima nizko vezavno afiniteto za IgG. 
Glavno funkcijo ima na limfocitih B, kjer utiša aktivacijo in povzroča internalizacijo 
antigenov, prav tako pa se nahaja na fagocitnih celicah. 
Vsi FcγR so glikoproteini. Opisana glikozilacijska mesta se nahajajo na Asn45 (Shibata in 
sod. 2009) in Asn169 ter so povezana s spremembo v vezavi na tarčna protitelesa (Ferrara 
in sod., 2011). Sprememba vezave je posledica interakcije glikanov na regiji Fc z glikani 
FcγR. Glikozilacija FcγR je odvisna od celic,v katerih se izražajo, kar dodatno oteži možnost 
napovedi vezavne afinitete, saj obstaja širok nabora možnih interakcij (Edberg in Kimberly, 
1997). 
2.1.6 Pristopi selektivne izboljšave vezave FcγR receptorjev za regijo Fc protiteles 
Efekt številnih terapevtskih monoklonalnih protiteles temelji na sposobnosti mediacije 
ADCC, ADCP in CDC. Ta efekt je v nekaterih primerih, npr. ipilimumab in rituximab, 
zaželen, v primeru protitelesa pembrolizumab, ki deluje zgolj na principu vezave in 
steričnem oviranju, pa ta efekt ni zaželen. V takem primeru je osnovna metoda za 
spremembo afinitete vezave za FcγR drugačen tip IgG protitelesa, uporabljen za razvoj 
zdravila. Pembrolizumab ne sme imeti funkcije Fc regije in je bil zato razvit na osnovi 
protitelesa tipa IgG4 (Van der Neut in sod., 2007). Poleg spremembe tipa protitelesa lahko 
spreminjamo tudi samo aminokislinsko zaporedje protitelesa. Tukaj za doseganje različnih 
vezavnih afinitet spreminjamo aminikisline v vezavnem mestu regije Fc z FcγR. Interakcije 
v vezavnem mestu so podorobno opisane v literaturi (Shields in sod. 2001). Celice ubijalke 
in njihova zmožnost ADCC je glavni mediator efektorske funkcije imunoterapije. Večina 
pristopov izboljšave protiteles za vezavo FcγR cilja na selektivno izboljšanje vezave FcγRIII 
celic ubijalk. Dokumentiranih je več mutacij, ki izboljšajo afiniteto za FcγR, med temi je 
genentech identificiral Ser239Asp/Ala330Leu/Ile332Glu, MedImmune Phe243Leu in 
Xencor Gly236Ala (Richards in sod., 2008). Poleg NK celic so pri imunoterapevtskem 
učinku vpleteni tudi makrofagi preko mehanizma ADCP. Spremembe regije Fc 
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Ser239Asp/Ala330Leu/Ile332Glu dokazano izboljšajo sposobnost za višjo indukcijo ADCP 
makrofagov (Weiskopf in Weissman, 2015).  
Sprememba glikozilacijskih mest Fc receptorjev je prav tako eden od pristopov za 
spremembo vezavne afinitete. Protitelesa z odstranjenimi glikani imajo močno zmanjšano 
vezavo za FcγR in C1q. Nižja vezavna afiniteta je posledica konformacijskih sprememb CH2 
domene protitelesa, kamor se vežejo FcγR. Najbolje opisana je sprememba odstranitve 
fukoze na glikanski verigi, kar zviša afiniteto protiteles za FcγRIIIa receptor (Ferrara in sod., 
2011). 
2.2 RACIONALNO NAČRTOVANJE UČINKOVIN 
Načrtovanje in analiza sprememb, ki bi lahko vplivale na lastnosti proteinov, je dolgotrajen 
in drag proces. Uporaba računalniških tehnik za analizo in izboljšavo molekul lahko olajša 
ta proces in se zaradi tega razloga pogosto uporablja v farmaciji pri razvoju zdravil. 
Alternativa racionalnemu pristopu je sistematično testiranje znanih učinkovin, naravnih 
spojin ali posledica naključnih odkritij. Predpostavka za uporabo takih pristopov so 
zanesljive informacije o strukturi proučevane molekule, ki jih najpogosteje pridobimo s 
spektroskopskimi metodami, kot sta rentgenska kristalografija ali nuklearna magnetna 
resonanca (Ramirez, 2016). Iz teh strukturnih podatkov se je razvilo več različnih metod. 
Glavne metode, uporabljene v računski kemiji, so molekularno sidranje, de novo 
načrtovanje, virtualno rešetanje, kvantitativno razmerje med strukturo in delovanjem, 
simulacije molekularne dinamike in molekularno modeliranje. Vsaka tehnika ima svoj 
namen in nekatere izmed tehnik se med seboj dopolnjujejo. Uporabljajo se predvsem v 
racionalnem razvoju terapevtskih molekul in pa pri procesu odkritja spojin vodnic, kjer je 
ključno podrobno razumevanje molekularne interakcije in strukturnih faktorjev v ozadju 
mehanizma delovanja (Mandal in sod., 2009). 
2.2.1 Podatkovna zbirka PDB 
Podatkovna zbirka PDB (angl.: Protein Data Bank) vsebuje eksperimentalno ugotovljene 
informacije o strukturi proteinov, nukleinskih kislinah in njihovih kompleksih med seboj ali 
z različnimi zdravili (Mandal in sod., 2009). Vsebuje približno 150.000 strukturnih datotek  
proteinov. Od tega ima 88 % arhiviranih proteinov strukturo odkrito s pomočjo rentgenske 
kristalografije, 11 %  z nuklearno magnetno resonanco, preostali del pa z drugimi tehnikami, 
kot npr. krio-elektronska mikroskopija (Berman in sod., 2007). Strukture molekul so 
izražene v koordinatnih datotekah. Za oblikovanje 3D grafik večjih molekul je potreben 
format, ki poleg koordinat atomov vsebuje podatke o poziciji atoma v aminokislini. Ogljik 
se lahko v molekuli nahaja na α ali β poziciji, dušik lahko pripada stranski ali glavni verigi. 
Najbolj poznan format take oblike je .pdb format podatkovne baze PDB, ki vsebuje vse 
ustrezne podatke za metodo racionalnega načrtovanja. Format na začetku vsebuje ime 
spojine, avtorje in objavo, eksperimentalne podatke ter aminokislinsko sekvenco. Nato 
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specificira koordinate x, y, z vsakega atoma v posameznih aminokislinah, ki gradijo protein. 
Atomski koordinatni sistemi večinoma ne specificirajo kovalentnih vez med atomi. 




Slika 4: Izsek strukturne datoteke formata .pdb 
2.2.2 Homologno modeliranje 
Pri modeliranju proteinov poznamo dva glavna pristopa. Prvi pristop k modeliranju je ab 
initio metoda, kjer uporabljamo principe fizikalne kemije za napoved zvitja proteinov (in 
sod., 1997). Pri drugem pristopu, modeliranju po homologiji, pa protein modeliramo 
predvsem po podobnosti z matričnim proteinom z znano strukturo (Kolinski in sod., 
1999). Modeliranje po homologiji in pomen le tega narašča zaradi vedno večjega razmaka 
med številom rešenih struktur proteinov in številom proteinskih sekvenc brez strukture. 
Drugi razlog za porast v uporabi pa je večja natančnost in zanesljivost metod, proteinski 
sekvenci, ki si deli več kot 30 % podobnost s proteinom z znano strukturo, namreč lahko 
določimo grob strukturni model (Xiang, 2006). Za dano proteinsko sekvenco potrebujemo 
štiri korake do modela po homologiji. Prvi korak je identifikacija homologne sekvence, ki 
ima razrešeno strukturo na PDB. Najlažji pristop k temu je uporaba blastp, kjer kot iskalni 
kriterij za rezultate nastavimo le proteine, vnesene v zbirko PDB (Altschul in sod., 1997). V 
drugem koraku izbrane proteinske sekvence poravnati s sekvenco proteina z razrešeno 
strukturo. Najbolj osnovno pravilo pri izboru matričnih sekvenc je stopnja podobnosti in 
stopnja pokrivanja, kvaliteta modela namreč upade ob prisotnosti vrzeli v poravnavi. 
Uporabimo lahko tudi več matričnih sekvenc, ki kažejo homologijo za določene dele našega 
11 
Kralj S. Optimizacija lastnosti biološkega zdravila … z uporabo pristopov molekularnega modeliranja. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
 
proteina, s tem pa izboljšamo natančnost končnega modela (Xiang, 2006). V tretjem koraku 
izdelamo model, ki temelji na poravnavi homolognega proteina z izbrano sekvenco. Tukaj 
lahko pristopamo na različne načine. Prvotni način modeliranja je »rigid-body assembly« 
modeliranje, kjer program model izdela iz nekaj osrednjih regij in proteinskih zank, ki jih 
pridobi iz sorodnih struktur. Drugi pristop »modelling by segment matching« se zanaša 
predvsem na pozicijo ohranjenih atomov v matričnem proteinu za izračun koordinat drugih 
atomov modela. Pri tretjem pristopu »modeling by satisfaction of spatial restraints« 
uporabljamo optimizacijske tehnike za zadovoljitev prostorskih omejitev, ki so prisotne v 
poravnavi matrične strukture. Po pridobitvi modela četrti korak vključuje ocenjevanje in 
dodelave, če so te potrebne. Pogosto se protein oceni s t.i. »scoring function«, ki loči med 
dobrimi in slabimi modeli, na podlagi te funkcije pa izberemo najbolj ustrezni model (Fiser 
in Šali,  2003). 
Modeller je računalniški program, uporabljen za modeliranje proteinov po homologiji, ki ga 
je razvil prof. dr. Andrej Šali. Modeller spada v skupino programov, ki 3D strukturo 
proteinov modelirajo z zadovoljitvijo prostorskih omejitev, ki jih pridobi iz poravnane tarčne 
sekvence z matrično strukturo. Pristop programa Modeller je konceptualno podoben 
razreševanju proteinskih struktur iz podatkov, pridobljenih z nuklearno magnetno 
resonanco. Modeller namreč prostorske omejitve pridobi iz dveh virov, sprva iz 
homolognega proteina pridobi podatke za razdalje in torzijske kote v tarčni sekvenci. Za 
stereokemične omejitve, ki določajo dolžino vezi in kot vezi pa pridobi podatke z uporabo 
polja sil Charmm-22. Atomske razdalje nevezanih atomov in statistične preference torzijskih 
kotov so pridobljene iz nabora predstavniških proteinov z znano strukturo. Poleg tega za 
modeliranje proteinskih zank, ki se močno razlikujejo tudi med sorodnimi proteini, uporablja 
ab initio metodo. Končni model je podan po optimizaciji s »conjugate gradient« algoritmom 
in krajšo simulacijo molekularne dinamike, ki minimizira kršitve prostorskih omejitev. 
Pridobljene modele rangira glede na funkcijo za oceno končne energije proteina, imenovane 
DOPE (angl.: Discrete optimized protein energy). Pri tem program tudi izriše vrednosti 
DOPE v grafu za posamezne regije proteina, kar omogoča uporabniku odkritje slabo 
modeliranih regij (Fiser in Šali, 2003). 
2.2.3 Simulacija molekularne dinamike  
Simulacija molekularne dinamike je računalniška tehnika, kjer z numeričnim opisom 
molekul posnemamo naravo za boljše razumevanje razmerja med strukturo molekule in 
njeno funkcijo. Razvoj same tehnike sega v pozna sedemdeseta leta, do danes pa je 
napredovala od simulacij manjših molekul do simulacij bioloških sistemov (Hospital in sod., 
2015). Simulacije lahko ločimo glede na skalo simulacije, najbolj natančne so simulacije na 
nivoju posameznih atomov, manj natančne pa simulacije, kjer se snov opiše na zrnat »coarse 
grained« način. Ta tehnika olajša računsko zahtevnost pri večjih sistemih, saj imamo 
celokupno manjše število delcev. Ker posnemamo obnašanje molekul v naravi je pomembno 
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upoštevati tudi prisotnost topila. Topilo lahko opišemo opišemo na nivoju posameznih 
delcev oz. eksplicitno ali kot neprekinjen medij oz. implicitno.  Eksplicitni model topila je 
podrobnejši pri opisu vpliva topila, hkrati pa je tudi računsko bolj zahteven. Sistem 
simulacije molekularne dinamike tako vključuje tarčne molekule, obdane z željenim 
topilom. Tekom simulacije se za izračun pospeška in hitrosti ter položaj atomov uporablja 
Newtonova enačba gibanja (1). Numerične integracije te enačbe za atome simuliranega 
sistema se izvajajo na časovnem koraku 1 – 2 fs, kar je glavno ozko grlo te metode, saj je za 
biološko relevantno časovno skalo treba postopek iterirati tudi do 109. Osnovni časovni 
korak mora biti krajši kot najkrajše atomske interakcije, npr vibracije kovalentne vezi. 
Interakcije atomov so opisane kot sumacijska potencialna funkcija, imenovana polje sil (2). 
Iz nje izračunamo potencialno energijo, potrebno za izračun Newtonove enačbe gibanja. 
Polja sil imajo dolžino in kot vezi definirane kot vzmeti, ki jih opisuje Hookov zakon, 
rotacije vezi so definirane s periodičnimi funkcijami, van der Waalsove in elektrostatične 
interakcije pa so opisane z Lennard-Jonesovim potencialom ter Columbovim zakonom 
(Rueda in sod., 2007). Obstaja več različnih pristopov opisa polja sil. Nekatera polja sil v 
simulacijah molekularne dinamike so bolj primerna za določene tipe molekul. Rezultati 
izračunov sumacijske funkcije tekom simulacije molekularne dinamike v obliki koordinat 
atomov proteina in topila se shranjujejo v datoteko poti proteina. S temi podatki lahko po 
koncu simulacije vizualiziramo vezavo molekule ali pa izračunamo vezavno energijo. Za 
potrebe proučevanja interakcij, kjer prihaja do nastanka kovalentnih vezi, pa je treba 
uporabiti metode QM/MM (angl.: quantum mechanics/molecular mechanics), saj s 
klasičnim mehanskim opisom spremljamo le nekovalentne interakcije (Hospital in sod., 
2015). Kvantni opis molekul se uporabi le za atome na mestu nastanka vezi, saj so te metode 
računsko izjemno zahtevne. 
Glavne težave simulacij molekularne dinamike izhaja iz same narave pridobitve strukture 
proteina. Kristalna struktura proteina ponazarja energijski minimumu, ki ni nujno biološki 
energijski minimum, in simulacije pogosto raziščejo le manjše število različnih konformacij 
ob tem energijskem minimumu, kar ne omogoči verodostojnega pogleda v dinamiko sistema. 
Da se izognemu temu problemu lahko uporabimo več različnih kristalnih struktur proteina, 
razvijajo pa se tudi tehnike paralelnih simulacij, ki raziščejo spekter konformacij proteina z 
uporabo modela Markova (Bowman in sod., 2009). 
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CHARMM (angl.: Chemistry at HARvard Molecular Mechanics) je eden izmed prvih 
programov za simulacije molekularne dinamike. Zaradi razvoja in nadgradnje različnih 
skupin po svetu je skozi leta pridobil ogromno funkcij. Vsebuje različne opise polja sil, med 
katere spada za proteine najpogosteje uporabljeni CHARMM22, za lipide, DNA in RNA se 
uporablja CHARMM27, v letu 2009 pa je bilo dodano tudi polje sil CGenFF, ki je primerno 
za simulacije manjših, zdravilom podobnih molekul. Uporabnik glede na molekule, ki jih 
želi simulirati, pred izdelavo svojega sistema izbere najbolj primerno polje sil. V sistemu 
CHARMM lahko izvajamo tako najbolj osnovne operacije, kot so simulacije molekularne 
dinamike in minimizacije danih struktur, kot tudi bolj kompleksne QM/MM, pertubacije 
proste energije in kvazi-harmonične ocene entropije. Osnovni koncept programa CHARMM 
je samostojni programski jezik, s katerim uporabnik napiše svojo ukazno datoteko, ki izvede 
želeni eksperiment in analize (Slika 5) (Brooks in sod., 2009). Zaradi zahtevnosti pristopa za 
novega uporabnika je bil razvit spletni grafični vmesnik, imenovan CGUI (angl.: Chemistry 
at HARvard Molecular Mechanics Graphical User Interface). Z uporabo vmesnika tako 
strežnik naredi nekatere korake sam in za prenos pripravi ukazne datoteke računsko bolj 
zahtevnih korakov minimizacije in simulacije molekularne dinamike. Uporabnik ima  dostop 
do širokega nabora tehnik, kot je modeliranje implicitnega topila, glikanov in izračunov 
proste energije. Z uporabo grafičnega vmesnika se močno olajša in poenoti pristop priprave 
simulacijskih sistemov. Kljub širokemu naboru metod, ki jih podpira CGUI, pa je pred 
izvedbo simulacije pogosto ukazno datoteko treba prilagoditi (Jo in sod., 2014). 
 
Slika 5: Izsek ukazne datoteke, napisane v programskem jeziku CHARMM 
2.2.4 Prosta energija pri vezavi proteinov 
Osnova vseh procesov v živih organizmih je medsebojna sposobnost prepoznavanja 
molekul. Ključni za homeostazo teh procesov sta dve lastnosti pri prepoznavanju molekul: 
specifičnost in afiniteta. Poznavanje vezavne kinetike in termodinamskega ozadja omogoča 
razvoj zdravil z višjo specifičnostjo in afiniteto za svojo tarčo. Za opis vezave protein-ligand 
se poslužujemo zakonov kemijske termodinamike, še posebej koncepta proste energije. 
Gibbsova prosta energija (skrajšano prosta energija) ali prosta entalpija je energija, ki opisuje 
notranjo energijo sistema, ki jo lahko sistem uporabi za opravljanje dela. V kemiji in 
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biokemiji pa določa smer poteka termodinamskih procesov in verjetnost za obstanek sistema 
v danem stanju. Je gonilna sila zvijanja proteinov in njihovih interakcij tako z drugimi 
proteini kot z majhnimi molekulami. 
Časovna in finančna potratnost eksperimentalnih postopkov za določanje termodinamskih 
lastnosti bioloških sistemov je spodbudila razvoj in silico metod za določanje 
termodinasmkih lastnosti. Principi in silico izračunov termodinamskih lastnosti se 
uporabljajo pri racionalnem razvoju zdravil, napovedi zvitja proteinov in napovedi interakcij 
med proteini. Izračun proste vezne energije v procesu razvoja zdravil predstavlja moč vezave 
liganda na protein. Osnovni cilj pri razvoju zdravil pa je poiskati nove molekule oz. uvesti 
spremembe v strukturo molekule, ki povzročijo čim večjo vezavno afiniteto na tarčno 
molekulo.  
Enačba (3), opisuje vezavo proteina [P] na ligand [L] za nastanek kompleksa [K]. Oglati 
oklepaji predstavljajo koncentracijo v ravnotežju. Iz tega definiramo konstanto ravnotežja, 
ki opisuje afiniteto vezave (Kb). Njena vrednost je odvisna od razmerja med kompleksom 
in posameznimi proteini, ki tvorijo kompleks (4). V literaturi je vrednost pogosto podana kot 
obratna vrednost oz. konstanta disociacije (Kd), zato velja da bolj negativne vrednosti 
pomenijo večjo vezavno afiniteto interakcije. (Steinbrecher in Labahn, 2010). 
 
 
Sistem molekularne dinamike je termodinamski sistem, ki vsebuje topljenec v obliki 
proteina in liganda ter topilo v obliki vode in ionov. V takem sistemu se v naravi pojavljajo 
kompleksne interakcije. Gibbsova prosta energija (prosta energija) ali prosta entalpija, kot 
smo jo definirali v prejšnjem odstavku (ΔG) je termodinamska količina, ki nam pove, koliko 
dela lahko opravi naš sistem pri konstantni temperaturi in pritisku (Gilson in Zhou, 2007). 
Vezava protein-ligand se pojavi le, kadar je sprememba ΔG sistema negativna. Iz tega lahko 
sklepamo, da stopnja negativnosti ΔG predvidi tudi stabilnost oz. afiniteto danega protein-
ligand kompleksa. Standardna prosta energija vezanja ΔG◦ je definirana kot sprememba 
proste energije, izmerjene pri pogojih P = 1Ba, T = 298 K in koncentraciji reaktantov 1 M. 
Iz tega dobimo zvezo za standardno prosto energijo vezanja, izraženo v enačbi (5). 
Izračun vezne proste energije pri nenstandardnih pogojih oz. v poljubnem trenutku reakcije 
vezave proteina z ligandom opisuje enačba (6). Kjer Q predstavlja rekacijski kvocient, ki je 
definiran kot Kb, vendar zanj ne velja predpostavka ravnotežnih koncentracij. V točki kjer 
je Kb = Q je reakcija vezave v ravnotežju in velja da je ΔG = 0.  Prosto vezno energijo, ΔG, 
lahko opišemo z njenim entalpijskim (H) in entropijskim prispevkom (S), kjer sta spremembi 
entalpije in entropije posledica vezave liganda  (7). 
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Pri izračunih ΔG je pomembno upoštevati tako entalpijski kot entropijski prispevek. 
Entalpija se v primeru vezave protein-ligand smatra kot sprememba v energiji zaradi tvorbe 
nekovalentnih interakcij (Cooper in Johnson, 1994). Entropija pa je opisana kot 
enakomernost porazdelitve toplote po celotnem sistemu. Entalpija in entropija sta pri vezavi 
proteina povezani. Močna vezava liganda na protein, ki je posledica velikega števila ugodnih 
nekovalentnih interakcij, lahko zveča entalpijo, vendar povzroči zmanjšanje entropije 
sistema, saj je zaradi vezave omejeno gibanje proteina-liganda. Pojav je možen tudi v obratni 
smeri in se imenuje entalpijsko-entropijska kompenzacija. (Dunitz, 1995). 
Obstaja več metod za oceno vezavne energije in vitro vezave protein-ligand. Najbolj znani 
sta titracijska kalorimetrija, in površinska plazmonska resonanca. Poleg teh pa poznamo tudi 
in silico metode, ki olajšajo raziskovanje termodinamskih lastnosti vezave, saj so in vitro 
metode pogosto časovno in finančno zahtevne. Metode in silico izračunov potrebujejo 
simulacije molekularne dinamike, s pomočjo katere pridobimo podatke o gibanju atomov v 
prostoru. S pomočjo teh podatkov lahko nato na več različnih načinov izračunamo prosto 
vezno energijo. Najpogosteje uporabljene tehnike so »alchemical free energy«, »end point« 
in »path sampling« (Du in sod., 2016).  
Ena izmed hitrejših računalniških metod za oceno relativnih vezavnih afinitet je »end point 
metoda« MM/GBSA (angl.: z Molecular Mechanical/Generalized Born Surface Area). Pri 
tem pristopu se prosta vezna energija izračuna kot razlika energije kompleksa z vsoto 
energije posameznih proteinov, vezavo liganda na protein za nastanek kompleksa 
izračunamo po enačbi (8) (Athar in sod., 2017). Enačba za izračun izvira iz aproksimacije 
enačbe (9), kjer je ΔEMM vsota vseh internih(ΔEint), elektrostatskih (ΔEele) in Van der 
Waalsovih sil (ΔEvdW) znotraj molekule(10). Vsoto elektrostatskih energij in elektrostatskih 
interakcij topila pa predstavlja ΔGsol, ki je pri tem pristopu opisan implicitno (Konc in sod., 
2013). Prispevek energije polarnih interakcij topila s proteinom je izračunan s pomočjo 
Generalized-Born modela (ΔGGB). Prispevek nepolarne energije interakcije proteina z 
implictinom topilo pa je ocenjen z izračunom topilu dostopne površine (ΔGSASA). Entropijski 
prispevek pogosto zanemarimo pri izračunu, saj je računsko zelo zamuden. Predpostavimo, 
da je sprememba v konformacijski entropiji zanemarljiva, saj v našem sistemu ni večjih 
sprememb na proteinu in nas zanima zgolj relativna razlika proste vezne energije (Wang in 
sod.,2019). 
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2.3 FARMAKOGENOMIKA  
Farmakogenomika je veda, ki se osredotoča na identifikacijo variacij genoma, ki bi lahko 
vplivale na izid zdravljenja z določenim zdravilom. Vplivi sprememb so vidni pri različnih 
farmakoloških lastnostih zdravila pri posameznikih. Najbolj opisane spremembe v 
farmakogenomiki so polimorfizmi posameznega nukleotida. Pri slednjem gre za zamenjavo 
posamezne baze v genu, ki se pojavlja vsaj pri 1 % populacije. Spremembe polimorfizmov 
posameznega nukleotida v kodirajoči regiji proteina delimo na sinonimne in nesinonimne, 
izven te regije pa se imenujejo nekodirajoči polimorfizem posameznega nukleotida. 
Sinonimi polimorfizmi posameznih nukleotidov ne zamenjajo proteinske sekvence in v 
večini primerov niso povezani z razvojem bolezni. Nesinonimne polimorfizme posameznih 
nukleotidov delimo na drugačnosmiselne, kjer pride do zamenjave aminokisline v proteinu, 
in nesmiselne, kjer pride do nastanka stop kodona in posledično pomanjkljivega proteina 
(den Dunnen, 2017). Nesinonimni polimorfizmi posameznih nukleotidov povzročajo 
fenotipsko  diverziteto, različne odzive na zdravila in so povezani z nastankom določenih 
bolezni (Forbes in sod., 2017). Odkritja potencialnih variacij v genomu, ki kažejo potencial 
za farmakološke spremembe, je treba pred uvedbo v klinično prakso potrditi. To se stori s 
proučevanjem vpliva mutacije na proteinsko strukturo in razkritjem mehanizma spremembe 
odziva na zdravilo (Relling in Evans, 2015). Posebno pozornost si zaslužijo tudi tumorska 
tkiva, ki poleg podedovanih sprememb nosijo tudi somatsko pridobljene genomske variacije. 
Te lahko pri izbiri zdravil proti tumorjem igrajo ključno vlogo, saj se zaradi njih rakasto 
tkivo na določena zdravila bolj odzove (Wheeler in sod., 2013). Glavna ovira pri splošni 
implementaciji farmakogenomike v klinično okolje je pomanjkanje študij cenovne 
učinkovitosti takega testiranja pred pričetkom zdravljenja (Buchanan in sod., 2013). 
2.3.1 FcγR variacije 
Zaradi narave mehanizma delovanja zdravila ipilimumab so smiselna tarča 
farmakogenomike variacije FcγR. Te bi lahko vplivale na afiniteto vezave in posledično 
drugačen odziv populacije pacientov s to variacijo. Dokumentiranih je več polimorfizmov 
posameznih nukleotidov pri receptorju FcγR. Nekateri izmed polimorfizmov posameznih 
nukleotidov v kodirajočih regijah genov FCGR2A in FCGR3A so bili dokumentirani kot 
klinično signifikantni, saj njihova prisotnost korelira s kliničnim odzivom na terapijo. Taka 
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sprememba pri genu FCGR2A je H131R, ki vodi do zvišane afinitete za IgG2 protitelesa. 
Mutacija na tem mestu je povezana z višjo verjetnostjo za nastanek nefropatije in 
bakterijskih okužb pri nosilcih polimorfizma (Mellor in sod., 2013). Drugi pomembni 
polimorfizem FcγR  V158F se pojavlja pri genu FCG3A. Mesto 158 na FcγR IIIa receptorju 
je ključno za interakcijo s »hinge« regijo z IgG1 (Radaev in sod., 2001). Kljub pomembnosti 
hinge regije za interakcijo pa večini raziskav ni uspelo potrditi, da genotip FcγR lahko 
predvidi terapevtski efekt protiteles.  
2.3.2 Spletni strežnik GenProBiS  
GenProBiS je spletni strežnik, ki omogoča raziskovanje potencialnega vpliva sekvenčnih 
variant na funkcijo proteina. Vnos za iskanje je lahko PDB identifikacijska številka proteina, 
dbSNP rs identifikacijska številka, COSMIC ID številka mutacije ali  Uniprot ID.  Po vnosu 
strežnik odpre intuitivni grafični prikaz poznanih variant tako znotraj vezavnega mesta kot 
izven vezavnega mesta proteina. Vezavna mesta za proteine so predvidena s pomočjo 
algoritma ProBiS (Konc in Janežič, 2012), ki išče lokalne strukturne podobnosti v proteinih. 
Dokazano je preferenčno pojavljanje polimorfizmov posameznih nukleotidov, povezanih z 
nastankom bolezni v vezavnih mestih proteina, kar je smiselno, saj le-ta nosijo poglavitno 
efektorsko funkcijo. Uporabnik ob iskanju pridobi tudi seznam sekvenčnih variant, ligandov 
in vezavnih mest. Skupaj te funkcije omogočajo uporabniku dokumentiranje sekvenčnih 
variant v vezavnih mestih proteinov, kar je uporabna osnova za nadaljnje raziskave variant 
(Konc in sod., 2017). 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 PREGLED LITERATURE ZA ISKANJE MOŽNIH STRUKTURNIH SPREMEMB 
ZDRAVILA IPILIMUMAB ZA IZBOLJŠANJE FARMAKOLŠKIH LASTNOSTI  
Magistrsko delo smo pričeli s pregledom literature aktualnih člankov na tematiko 
mehanizma delovanja biološkega zdravila ipilimumab za odkritje potencialnih sprememb za 
izboljšavo. Nadaljevali smo s pregledom tematike strukture IgG protiteles in delovanjem 
FcγR, kar nam je omogočilo razumevanje problematike in potencialne rešitve za 
optimizacijo farmakoloških lastnosti ipilimumaba. Aktualni članki navajajo regijo Fc kot 
glavni mediator delovanja preko vezave na FcγR, zato smo iskanje osredotočili na poznane 
spremembe Fc regije za boljšo vezavo protiteles. Specifično smo iskali članke, v katerih so 
avtorji ovrednotili aminokislinske spremembe IgG1 protiteles, izmerili  afiniteto vezave in 
jo povezali z večjo ADCC in ADCP aktivnostjo. Na ta način bi lahko naš in silico sistem  
primerjali z eksperimentalno pridobljenimi podatki in ocenili zanesljivost uporabljenih 
metod simulacije molekularne dinamike in izračuna vezavne energije proteina. Ker je poleg 
ipilimumaba v mehanizmu vpleten še nativni FcγR, je smiselno pogledati tudi njegov vpliv 
na vezavo. Na tem področju smo storili pregled na temo farmakogenomike genov za FcγR, 
kar omogoča potencialni razvoj markerjev za uspešnost terapije ali v smislu personalizirane 
medicine prilagoditev zdravila za določeno subpopulacijo. 
Literaturo na temo mehanizma delovanja in strukture protitelesa in receptorjev smo pridobili 
z uporabo iskalnika Google Scholar, s pomočjo iskalnih nizov »mode of action of 
ipilimumab«, »structural basis for ipilimumab mode of action«, »improving IgG1 binding 
affinity to FcγR«, »improving ipilimumab efficacy«, »IgG antibody structure«, 
»Glycosilation profiles of IgG1 antibodies«. Literaturo na temo farmakogenomike pa z 
iskanjem na podatkovni zbirki National Center for Biotechnology Information - PubMed 
(NCBI-PubMed) z iskalnimi nizi »FcγR polymorphism«,  »ipilimumab polymorphism effect 
on clinical outcome«, »immunotherapy polymorphisms«. 
3.2 PRIDOBITEV SEKVENCE ZDRAVILA IPILIMUMAB 
Sekvenco zdravila ipilimumab smo pridobili iz podatkovne zbirke DrugBank. DrugBank je 
podatkovna zbirka, ki vsebuje podrobne podatke o molekulah odobrenih zdravil in njihovih 
tarčah. Zaradi usmerjenosti podatkov zgolj na tematiko zdravil ima podatkovna baza 
potencial za uporabo pri in sillico odkrivanju potencialnih tarč zdravil, razvoju zdravil in 
sidranju potencialnih molekul vodnic. (Wishart idr., 2005) 
3.3 ISKANJE HOMOLOGNIH SEKVENC Z BLASTP 
Za potrebe homolognega modeliranja moramo pridobiti homologne proteine, ki bodo služili 
kot matrica za program homolognega modeliranja. Pri tem je pomembno, da najdemo 
matrice, ki so čim bolj podobne modeliranemu proteinu tako v dolžini pokritosti sekvence 
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kot identičnosti sekvence. Ker je bil cilj naloge pripraviti model celotnega protitelesa, ki je 
heterodimer, smo poiskali najbolj ustrezni sekvenci tako za lahko kot težko verigo. V spletni 
strežnik za iskanje sorodnih proteinov po sekvenci PSI-BLAST smo ločeno vnesli sekvenco 
lahke in težke verige ter omejili iskani niz na zadetke, ki imajo odgovarjajočo proteinsko 
strukturo. Matrični sekvenci sta bili izbrani na podlagi največje pokritosti in ujemanja 
sekvence. Dodatni kriterij  je predstavljal ogled homolognega proteina na spletni strani PDB, 
kjer poleg resolucije strukture nudijo informacijo o kvaliteti strukture glede na druge 
podobne strukture. Po teh kriterijih smo izbrali protein z identifikacijsko številko 1HZH 
(Sapphire in sod., 2001) kot glavno matrično strukturo, saj gre za strukturo celotnega IgG1 
protitelesa, ki ima 100 % pokritost sekvence ter 84,35 % identičnost. Glavna razlika v 
identičnosti je  posledica variabilnega dela Fab, 1HZH je namreč protitelo z Fab regijo, 
specifično za vezavo na humani imunodeficitarni virus 1. Za lahko verigo smo izbrali protein 
z identifikacijsko številko 5TRU (Ramagopala in sod., 2017), ki se popolnoma ujema v 
pokritosti in identičnosti, saj gre za strukturo regije Fab ipilimumaba.  
3.4 HOMOLOGNO MODELIRANJE CELOTNEGA PROTITELESA S POMOČJO 
PROGRAMA MODELLER 
Za modeliranje s programom Modeller smo na obstoječi program za vizualizacijo molekul 
PyMol (DeLano, 2002) namestili vtičnik PyMod 2.0. (Janson in sod., 2017) Gre za intuitivni 
grafični vmesnik za program Modeller, ki v osnovni obliki izgleda kot več ukaznih datotek 
v programskem jeziku Python. V vtičniku PyMod imamo možnosti tudi za poravnavo 
sekvenc. Uporabili smo algoritem SALIGN, ki je del programa Modeller in omogoča 
poravnavo proteinskih sekvenc (Braberg in sod., 2012). SALIGN omogoča tudi poravnave 
z upoštevanjem strukturne informacije. Ta funkcija je koristna predvsem pri modeliranju 
proteinov za katere imamo zgolj majhno prekrivanje sekvenc. V našem primeru  te funkcije 
nismo uporabili zaradi visoke homologije naših proteinov. Poravnave sekvenc so bile 
izvedene za vse štiri verige protitelesa z obema matričnima sekvencama. Slednji sta v 
PyMod vtičnik prenešeni kot .pdb datoteki in imata tako v ozadju strukturne podatke. Za 
težko verigo je poravnava s proteinom 5TRU pomembna z vidika regije variabilne 
konstantne regije, ki se precej razlikuje pri ipilimumabu v primerjavi z 1HZH in omogoča 
programu Modeller pridobiti boljšo predstavo o strukturi, ki jo želimo modelirati. To je 
vidno na Slika 6, kjer je večina razlik sekvence v prvih treh vrsticah poravnave med 1HZH 
in ipilimumabom, poravnanva ipilimumaba in 5TRU pa se popolnoma ujemata. Za 
modeliranje lahke verige smo kljub popolnemu ujemanju s 5TRU poravnali tudi glavno 
matriko 1HZH za namen prostorske orientacije modela. Pri nastavitvah modeliranja nismo 
upoštevali simetrije ter uporabili privzete vrednosti minimizacije z gradientnim spustom 
(SD) in z ABRN (angl.: adopted basis Newton Rhapsod). Pridobili smo 10 modelov našega 
proteina in izbrali tega z najnižjo vrednostjo DOPE, ki je znašala –131997.  
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Slika 6: Izsek poravnave aminokislinske sekvence težke verige zdravila ipilimumab s sekvencama 1HZH in 
5TRU 
3.5 OPTIMIZACIJA PRIDOBLJENEGA MODELA 
Pridobljeni model ni bil v energetsko minimiziranem stanju, saj tekom modeliranja nismo 
izvedli veliko korakov minimizacije energije. Minimizacijo energije proteinov predstavlja 
uporaba algoritmov, ki iščejo najbližje energijsko stabilne konformacije, dani konformaciji 
proteina. Z uporabo teh pristopov rešujemo težavo trkov molekul ali neugodnih interakcij. 
Končni cilj je minimizirati potencialno energijo do najnižje možne točke ali globalnega 
minimuma. Pri tem se lahko pogosto pojavi, da obtičimo v lokalnem minimumu. Najbolj 
klasičen pristop k temu problemu je uporaba gradientnega spusta (SD), ki preprosto pomika 
koordiante proteina v negativni smeri gradienta konformacijske energije. CHARMM pa 
vsebuje tudi metodo ABNR, ki je izpeljana iz gradientnega spusta in vsebuje dodatne 
funkcije za premagovanje ovir lokalnih minimumov.   
V našem delu smo minimizacijo storili z uporabo spletnega strežnika CGUI, kjer smo 
pripravili vhodno datoteko za ekvilibracijo, ki vsebuje korake minimizacije in krajšo 
molekularno dinamiko v programu CHARMM. Posamezno protitelo IgG1 ima šestnajst 
disulfidnih vezi, dve izmed teh tudi med »hinge« regijo, in dve, ki povezujeta lahko in težko 
verigo. Ker gre za izjemno pomembne kovalentne povezave pri strukturi proteina, ima CGUI 
vgrajen vtičnik za izbor povezave disulfidnih vezi. Podatek o tvorjenih disulfidnih vezeh 
izbranega proteina smo pridobili v PyMol na modelu 1HZH z ukazom »show sticks, 
(cys/ca+cb+sg)«. Spletni strežnik CGUI z vtičnikom GlycanBuilder omogoča tudi tvorbo 
povezave glikanov in grafični prikaz njihove sekvence ter vrste glikozidnih vezi. Glikani so 
bili v modelu že prisotni na mestu N298, dodali smo le α(1-6)fukozo na začetni N-
acetilglukozamin. Razlog za to odločitvijo je opis večje vezavne afinitete za FcYR ob 
pomanjkanju fukoze na tem mestu (Ferrara in sod. 2011). Ker je bil naš cilj proučiti zgolj 
vpliv spremembe aminokislinskega ostnaka na prosto vezno energijo, smo uporabili najbolj 
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pogost glikozilacijski profil protitelesa IgG. Informacijo o najbolj pogostem 
glikozilacijskem profilu IgG1 protiteles smo pridobili iz literature. Uporabljen 
glikozilacijski profil je prikazan na Slika 7 (Zauner in sod., 2013).  
 
 
Slika 7: Glikozilacijski profil modeliranega protitelesa ipilimumab, Legenda: modri kvadrat (N-
acetilglukozamin), zeleni krog (manoza), rdeči trikotnik (fukoza), rumeni krog (manoza). 
Poleg strukturnih informacij o proteinu pa tekom korakov za pripravo ukaznih datotek 
specificiramo v CGUI tudi dolžino koordinat vodne kocke, ki predstavlja okolje proteina ko 
je ta obdan z molekulami vode in ioni (Slika 8). Simulacije lahko potekajo v vakumu vendar 
tak pristop ne upošteva prisotnosti topila, ki igra ključno vlogo v bioloških procesih. Prav 
tako bi opis molekule v prostoru s »trdnimi« stenami lahko vrnil napačne rezultate zaradi 
trkov. Za opis topila se uporabi pristop periodičnih robnih pogojev (Slika 9), kjer 
simulacijski prostor sestavlja glavna kocka, znotraj katere so vsi atomi opisani eksplicitno 
okoli nje pa se nahjajo zgolj replike eksplicitne celice. To omogoča prosto prehajanje 
molekul čez ploskve in s tem rešuje problem trkov v simulaciji. Ključnega pomena je izbira 
ustrezne velikosti kocke, saj v primeru premajhne kocke protein ob prehodu robov ploskve 
tvori interakcije sam s seboj, kar onemogoča legitimnost kasnejših analiz. Ob izboru velike 
kocke število vodnih molekul narašča s kvadratom, kar podaljša čas izračuna simulacije v 
primerjavi z enako velikim proteinom v manjši vodni kocki. Ob upoštevanju teh predpostavk 
smo izbrali kocko velikosti 165 x 135 x 135 Å, za posnemanje fizioloških pogojev 
človeškega telesa pa smo z distančno metodo dodali 0,1 M NaCl.   
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Slika 8: A) Modelirano protitelo ipilimumab obdano z 0,1 M NaCl, B) Modelirano protitelo ipilimumab obdano 




Slika 9: Periodični robni pogoji vizualizirani v 2D prostoru. Vidimo prehod zelene krogle skozi robne pogoje 
in ponoven vstop v glavno kocko preko replike nasprotne stranice (vir: Scheme of periodics tiles for space, 
Grimlock 2007). 
Spletni strežnik CGUI za uporabnika sam opravi računsko manj zahtevne korake, v katerih 
ustvari vodno kocko, vanjo vstavi protein ter odpravi trke molekul vode s proteinom. Četrti 
korak, ki smo ga izvedli na lokalnem računalniku po prenosu ukaznih datotek, je 
ekvilibracija proteina. Tekom te se sprva optimizira energija proteina z uporabo metode SD 
in ABRN nato pa izvede krajša molekularna dinamika pri pogojih NVT. Za minimizacijo 
naših proteinov smo uporabili 50 korakov SD, ki omogočajo hitro odpravitev neugodnih van 
der walsovih interakcij nato pa še 250 korakov ABNR. Sledil je peti korak, kjer gre za 
klasično dinamiko pri pogojih NPT. Za razreševanje Newtonove enačbe gibanja tekom 
molekularne dinamike je bil uporabljen »leap frog« Verletov algoritem. Izvedli smo 10 ns 
simulacije molekularne dinamike ipilimumaba in končne koordiante proteina shranili kot 
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.pdb datoteko s programom Visual Molecular Dynamics, ki omogoča ogled simulacij preko 
branja datotek poti proteina (Humphrey in sod. 1996).  
3.6 IZBIRA FcγR IN PORAVNAVA V VEZAVNO MESTO 
Naslednji korak je bila pridobitev treh FcγR za vezavo v vezavno mesto pridobljenega 
modela. Strukturne datoteke smo pridobili z iskanjem izraza »Fc gamma receptor« v PDB 
podatkovni zbirki. Glavni kriterij za FcγRIIa, FcγRIIIa in FcγRIIb je bila resolucija ter 
prisotnost glikanov v strukturni datoteki. Namreč, zaradi narave postopka rentgenske 
kristalografije so glikani glikoproteinov pogosto pomanjkljivo predstavljeni, saj se delci 
glikanske verige odlomijo med postopkom kristalizacije. Ob upotševanju teh kriterijev smo 
pridobili strukturne datoteke .pdb za izbrane proteine s PDB identifikacijsko številko 1FCG 
(Maxwell in sod., 1999), 3SGK (Ferrara in sod., 2011) in 5OCC (Sutton in sod., 2018). 
Lastnost strukturne datoteke 3SGK, ki ima v razrešeni strukturi receptor FcγRIIIa vezan v 
regijo Fc protitelesa, ter lastnost visoke homologije proučevanih FcγR smo izkoristili za 
poravnavo vseh izbranih receptorjev v vezavno mesto. Vsi tri receptorji si delijo vezavno 
mesto. Z uporabo ukaza »align« v programu PyMol smo poravnali strukturo regije Fc 3SGK 
in regijo Fc modela ipilimumaba, ki izkazujeta visoko podobnost. Skupaj z regijo Fc 
strukture 3SGK se je na ustrezno mesto premaknil tudi FcγRIIIa v strukturni datoteki 3SGK. 
Naknadno smo na FcγR 3SGK z ukazom »align« poravnali tudi strukturi FcγR 1FCG in 5 
FcγR 5OCC. Odvečno Fc regijo proteina 3SGK smo po poravnavi izbrisali in pridobili vse 
tri receptorje v bližini vezavnega mesta na našem modelu ipilimumaba. Z ukazi »remove 
resn HOH«, »remove resn SOD« in »remove resn CLA« smo v programu PyMol odstranili 
odvečno vodo in ione, ki so v strukturni datoteki ostali po molekularni simulaciji. Za vsak 
posamezni FcγR smo shranili strukturno datoteko .pdb skupaj s strukturo ipilimumaba.  
3.7 OGLED MESTA MUTACIJE Gly237Ala 
Pregled literature na temo optimizacije lastnosti nam je omogočil identifikacijo mutacije 
Gly236Ala, za katero v literaturi navajajo višjo vezavno afiniteto za FcγRIIa in FcγRIIIa. V 
našem modelu so bile zaporedne številke aminokislinskih ostankov zamaknjene za eno 
mesto, zato je mutacija Gly236Ala v našem primeru enaka Gly237Ala. Mutacijo na IgG1 je 
povezana  povezali tudi z višjo ravnijo ADCC in ADCP znotraj organizmov, ki prejmejo 
mutirano protitelo (Richards in sod., 2008). Strukturo modela ipilimumaba ter strukture 
FcγR smo prenesli v program PyMol, kjer je sledil ogled mesta mutacije dveh vezavnih mest. 
Zaradi simetrične narave protiteles se ena mutacija odraža pri obeh težkih verigah. Najbolj 
opazna razlika med tremi receptorji je bila na prvem vezavnem mestu, kjer ima FcγRIIb 
aminokislino arginin, FcγRIIa in FcγRIIIa pa aminokislino histidin, vidno na Slika 10. 
Stranski pogled na isto vezavno mesto pa pokaže razliko pri FcγRIIIa, ki ima namesto 
fenilalanina tirozin. Na drugem vezavnem mestu ni vidnih razlik med tremi receptorji, vsi 
imajo v bližini mesta Gly237 aminokislino triptofan.  
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Slika 10: A) Prednji pogled vezavnega mesta (ipilimumab Gly237, Gly238) 1, B) Stranski pogled vezavnega 
mesta 1 (ipilimumab Gly237, Gly238), C) Vezavno mesto (ipilimumab Gly237, Gly238) 2, Legenda: FcγRIIb 
(vijolična), FcγRIIIa (zelena), FcγRIIa (modra), ipilimumab (rumena). 
Za predogled mutacije smo uporabili funkcijo programa PyMol »mutate«, ki omogoča 
mutacijo posameznega aminokislinskega ostanka in ogled njenih rotamerov ter potencialnih 
trkov. Glicin na 237. mestu smo mutirali v alanin. Ker gre za spremembo, ki vnese le 
funkcionalno skupino CH3, ni prišlo do trkov, vidno na Slika 11. 
 
 
Slika 11: A) Prednji pogled vezavnega mesta 1 (ipilimumab Ala237, Gly238) 1, B) Stranski pogled vezavnega 
mesta 1 (ipilimumab Ala237, Gly238 C), Vezavno mesto 2 (ipilimumab Ala236, Gly237) 2, Legenda: FcγRIIb 
(vijolična), FcγRIIIa (zelena), FcγRIIa (modra), ipilimumab (rumena). 
3.8 SIMULACIJE MOLEKULARNE DINAMIKE IN IZRAČUN PROSTE VEZNE 
ENERGIJE Z MM/GBSA 
Strukturne datoteke protitelesa s posameznimi FcγR smo ponovno vnesli v spletni strežnik 
CGUI in vnesli podatke za disulfidne vezi in glikane, tokrat tudi za te, prisotne v FcγR. 
Uporabljeni parametri kontrolnih proteinov za vodno kocko, koncentracija ionov in pogoji 
ekvilibracije so bili identični parametrom, opisanim v koraku 3.5. Prav tako so bili identični 
za mutirane proteine, glavna razlika je bila uporaba vtičnika mutate v CGUI, ki omogoča 
tarčno mutacijo aminokisline. Po predlogu iz literature za zvišanje vezave aktivacijskih FcγR 
smo mesto Gly237 mutirali v Ala237. Ker je računanje molekularne dinamike računsko 
zahteven in dolgotrajen postopek, smo vsako ukazno datoteko prenesli na samostojen 
računalnik. Ukazni datoteki smo dodali ukaz »domdec gpu only« za pospeševanje simulacije 
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z grafično kartico. Kot prej smo Newtonovo enačbo gibanja tekom simulacije razreševali z 
»leap frog« Verletovim algoritmom, osnovni časovni korak je znašal 2 fs. Na vsakih 5000 
korakov molekularne simulacije smo shranili koordinate v .dcd datoteko, ki v končni obliki 
predstavlja pot proteina tekom simulacije.  
Preglednica 1: Zaporedna številka simulacije s FcγR in odgovarjajočo identifikacijsko številko PDB ter 
tipom protitelesa 
 Tip receptorja Fcγ (PDB ID), vezanega 
na protitelo 
Tip protitelesa 
1. Fcγ IIa (1FCG) Nativni ipilimumab 
2. Fcγ IIIa (3SGK) Nativni ipilimumab 
3. Fcγ IIb (5OCC) Nativni ipilimumab 
4. Fcγ IIa (1FCG) Ipilimumab (Gly236Ala) 
5. Fcγ IIIa (3SGK) Ipilimumab (Gly236Ala) 
6. Fcγ IIb ( 5OCC) Ipilimumab (Gly236Ala) 
 
3.9 IZRAČUN PROSTE VEZNE ENERGIJE Z METODO MM/GBSA 
Za izračun proste vezne energije smo uporabili modul v programu CHARMM za izračun 
vezne energije po principu MM/GBSA (Slika 12). S pomočjo te metode lahko v datotekah 
poti proteina ocenimo prosto vezno energijo. V prvem koraku metode pridobimo strukturni 
model kompleksa. Sledi simulacija z eksplicitnim topilom, kjer imamo na izbiro dva 
pristopa. Pri prvem izvedemo tri ločene simulacije, kjer najprej simuliramo kompleks nato 
pa izvedemo še simulaciji nevezanega proteina in nevezanega liganda. Pri drugem pristopu 
pa izvedemo eno simulacijo, jo shranimo,  in naknadno iz te sistematično izbrišemo ligand 
in protein, tako da imamo na koncu tri datoteke poti. V praksi se pogosteje uporablja drugi 
protokol, saj daje natančnejše rezultate z manjšo standardno deviacijo, prvi protokol pa se 
uporablja pri proučevanju vezav proteinov, kjer prihaja do večjih sprememb konformacije. 
V naslednjem koraku izbrišemo vse prisotne ione in molekule vode iz datoteke poti proteina. 
Za izraču Emm uporabljamo pot proteina v eksplicitnem topilu, saj ima voda pomembno 
vlogo pri vezavi proteinov. Z uporabo implicitnega topila tekom simulacije molekularne 
dinamike bi pridobili nenatančne rezultate. Za oceno energijskega vpliva topila na protein 
G topilo po pridobitvi poti proteina pa lahko uporabimo implicitno topilo z GBSA modelom. 
Ta pristop močno pospeši končni izračun proste vezavne energije. Če je potrebno lahko 
izračunamo tudi entropijske prispevke zaradi konformacijskih sprememb.  
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Slika 12: Predstavitev izračuna proste vezne energije po metodi mm/gbsa. Modri kvadrat predstavlja topilo, v 
našem primeru implicitni opis vode po GB modelu, belo ozadje pa predstavlja vakum (povzeto po Zoete, 2009). 
Po končanih simulacijah molekularne dinamike smo pripravili dve CHARMM ukazni 
datoteki. Prva je odstranila vse molekule vode in ionov v datoteki poti proteina, saj 
uporabljena metoda uporablja eksplicitni opis vode. Druga ukazna datoteka pa iz simulacije 
protitelesa in receptorja shrani strukturne informacije in pot določenega dela celotne 
strukture. Metoda namreč potrebuje ločene energijske vrednosti tekom celotne poti, za 
kompleks (FcγR-ipilimumab), ligand (FcγR) in protein (ipilimumab).  Tako smo iz ene 
datoteke poti proteina pridobili tri vhodne datoteke za ukazno datoteko izračuna energij. 
Prvih 10 ns od skupnih 60 ns simulacije nismo upoštevali zaradi velikih nihanj v energiji.  
Poleg energije celotnega kompleksa smo opazovali tudi nastanek vodikovih vezi med FcγR 
in ipilimumabom tekom simulacije. Za vsako datoteko poti proteina smo s programom VMD 
in vtičnikom  za analizo vodikovih vezi HBOND izračunali število vodikovih vezi skozi čas 
simulacij. Sprotni pregled datoteke poti proteina je pokazal pogoste interakcije med regijo 
Fab protiteles ter FcγR receptorjem. Za namen ovrednotenja pomembnosti te neopisane 
interakcije smo izračunali število vodikovih vezi, ki nastajajo tekom simulacije med regijo 
Fab in ipilimumabom, ter vodikove vezi med regijo Fc ter ipilimumabom. 
3.10 UPORABA STREŽNIKA GENPROBIS ZA ODKRITJE POTENCIALNIH  
VPLIVOV POLIMORFIZMOV 
Za raziskavo področja farmakogenomike zdravila ipilimumab, kjer smo ovrednotili vpliv 
polimorfizmov posameznih nukleotidov v vezavnem mestu ipilimumaba na farmakološke 
lastnosti, smo uporabili spletni strežnik GenProBiS. Za vsak uporabljen FcγR smo v strežnik 
vnesli identifikacijsko številko PDB ter črkovno oznako proteina. Tako smo v iskalnik  
GenProBiS vnesli izraze »1fcgA«, »3sgkC« in »2fcbA«. Ker ob času nastanka strežnika 
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GenProBiS v podatkovni zbirki ni bila odložena strukturna datoteka 5OCC, smo uporabili 
strukturno datoteko drugega FcγRIIb, 2fcbA (Sonderman in sod., 1999). Za vsak protein 
smo poiskali ustrezna vezavna mesta, kjer je ProBiS kot ligande predvidel regije Fc 
protiteles s strukturo molekule, odloženo na PDB. Za ta vezavna mesta smo izpisali vse 
dokumentirane polimorfizme posameznih nukleotidov. Ker ProBiS pri iskanju uporablja le 
posamezne verige proteinov za iskanje potencialnih vezavnih mest in so vse regije Fc v bazi 
PDB definirane kot dve ločeni verigi, sta za vezavno mesto FcγR odgovarjali dve vezavni 
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4 REZULTATI  
4.1 REZULTATI MM/GBSA METODE IZRAČUNA PROSTE VEZNE ENERGIJE 
Pri interakciji FcγR s protitelesom imajo ključno vlogo vodikove vezi, solni mostički in 
hidrofobne interakcije (Radaev in sod., 2001). Za oceno prispevka vseh interakcij tekom 
simulacije molekularne dinamike so najbolj primerne računske metode za oceno gibsove 
proste vezne energije. Z uporabo MM/GBSA metode smo pridobili proste vezne enetalpije 
zadnjih 50 ns simulacije molekularne dinamike. Izračunane so povprečne vrednosti proste 
vezne energije in standardna deviacija, rezultati pa so grafično prikazani na Slika 13. 
   
  
Slika 13: Izračunane vrednosti proste vezne energije za posamezne receptorje z vezavo na divji tip 
ipilimumaba (vijolično) (wildtype ipilimumab) in po mutaciji na ipilimumab Gly237Ala (rumeno) 
4.2 IZRAČUN ŠTEVILA VODIKOVIH VEZI MED FcγR IN PROTITELESOM 
Vodikove vezi predstavljajo najpomembnejše interakcije FcγR 1FCG, 3SGK in 5OCC s 
protitelesom IgG (Radaev in sod., 2001). Vpliv vodikovih vezi na vezavo FcγR smo ocenili 
z uporabo programa VMD, natančneje z vtičnikom Hbond. Pridobili smo podatek o številu 
tvorjenih vodikovih vezi med FcγR in odgovarjajočim protitelesom za zadnjih 50 ns 
simulacije. VMD je določil vodikove vezi med pari ustreznih funkcionalnih skupin, ki so 
med seboj oddaljene največ 3 Å, med njimi pa je največji dovoljeni kot 110◦. S pomočjo 
pridobljenih podatkov smo izračunali povprečno vrednost ter standardno deviacijo za tvorbo 
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vodikovih vezi med protitelesom in izbranimi FcγR, vidno na Slika 14. Ker smo tekom 
simulacij opazili tudi interakcije med regijo Fab in FcγR, smo štetje vodikovih vezi opravili 
tudi za specifične regije. Prvič smo izračunali povprečno število vodikovih vezi za Fab in 
FcγR (Slika 15). S tem smo želeli oceniti vpliv teh interakcij na izračunane proste vezne 
energije. Za lažje razumevanje rezultatov smo izračunali tudi povprečno število vodikovih 
vezi med regijo Fc in FcγR (Slika 16). 
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Slika 15: Povprečno število vodikovih vezi med FcγR in Fab regijo protiteles 
 
Slika 16: Povprečno število vodikovih vezi med FcγR in Fc regijo protiteles 
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4.3 ANALIZA POLIMORFIZMOV FcγR Z UPORABO GenProBiS 
V spletni strežnik GenProBis smo vnesli PDB identifikacijsko kodo proteina z ustrezno 
enočrkovno oznako verige. Strežnik je izpisal vsa predvidena vezavna mesta, mi pa smo 
izbrali le vezavne mesta regije Fc protiteles. V njih smo določili aminokislinske ostanke na 
mestu polimorfizmov (na slikah prikaz palčk) ter dokumentirali vse znane polimorfizme 
vezavnih regij v preglednicah ( 
Preglednica 2, Preglednica 3, Preglednica 4). Za FcγR IIb smo namesto 5OCC uporabili 
2FCB (Sondermann in sod., 1999), saj je bil protein 5OCC  v bazo PDB vključen leta 2018 





Slika 17 : A) Predvideno vezavno mesto Protein 1 za 3SGK C, B) Predvideno vezavno mesto Protein 2 za 
3SGK C 
Preglednica 2: Seznam polimorfizmov v predvidenih vezavnih mestih 1 in 2 za FcγR 3SGK 
3SGK, C (PDB ID, črkovna oznaka verige) 
Seznam polimorfizmov,  











Tyr140His (rs396716)  
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Slika 18: A) Predvideno vezavno mesto Protein 1 za 1FCG A, B) Predvideno vezavno mesto Protein 2 za 
1FCG A 
Preglednica 3: Seznam polimorfizmov v predvidenih vezavnih mestih 1 in 2 za FcγR 1FCG 
1FCG, A (PDB ID, črkovna oznaka verige) 
Seznam polimorfizmov,  












Slika 19: A) Predvideno vezavno mesto Protein 1 za 2FCB A, B) Predvideno vezavno mesto Protein 2 za 
2FCB A 
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Preglednica 4: Seznam polimorfizmov v predvidenih vezavnih mestih 1 in 2 za  FcγR 2FCB 
2FCB, A 
Seznam polimorfizmov,  
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5.1 SPREMEMBA PROSTE VEZNE ENERGIJE IN VPLIV VODIKOVIH VEZI 
V magistrskem delu smo ovrednotili afinitete mutacije protitelesa ipilimumab za afiniteto 
FcγR. Z uporabo molekularne simulacije smo izračunali spremembo proste vezne energije 
protiteles s FcγR, ki je posledica mutacije aminokislinskega zaporedja protitelesa. Izbrali 
smo dobro opisano mutacijo, s katero je povezan večji in vitro učinek mutiranega protitelesa 
na tarčne celice, kar naj bi bila posledica boljše vezave na FcγR. 
Sprememba Gly236Ala ni velika sprememba v smislu prostorskih lastnosti aminokisline, 
zato sklepamo, da so razlike vezne energije kot posledica vnosa te mutacije spremembe 
konformacije protitelesa in ne posledica vzpostavitve dodatne interakcije z alaninom. Glicin 
je namreč majhna aminokislina z veliko prostostjo gibanja, alanin pa je nekoliko večja 
hidrofobna aminokislina, zaradi katere se lahko vezavna zanka ukrivi kot posledica 
izmikanja molekulam vode, kar vodi v spremembe afinitete za FcγR.V nasprotju z našim 
pričakovanjem je imel mutirani ipilimumab nižjo vezavno afiniteto tako za FcγRIIa kot tudi 
za IIIb. Nekoliko zvišano vezavno afiniteto je opaziti zgolj pri inhibitornem FcγRIIb, kjer 
pa smo želeli nespremenjeno afiniteto vezave (Slika 13). Navzkrižje naših rezultatov z 
rezultati članka je lahko posledica več dejavnikov (Richards in sod., 2008). 
Kot prvi dejavnik za nastanek razlik v vezavni afiniteti je lahko narava protiteles v 
referenčnem članku (Richards in sod., 2008). Kljub temu da se večina merjenj afinitete 
izvaja zgolj z regijo Fc protiteles, so Richards in sod. (2008) uporabili celotna protitelesa, 
natančneje humanizirana protitelesa anti-EpCAM (angl.: anti-epithelial cell adhesion 
molecule), ki se razlikujejo od protiteles, uporabljenih v naših simulacijah. Protitelesa v in 
vitro referenčnem članku so bila tekom merjenj afinitete vezave vezana na protein A/G, kar 
pomeni, da so bila na kolono pritrjena s spodnjim delom regije Fc, ki ne tvori interakcij z 
receptorji. Razlika med našim poskusom in poskusom, opisanim v članku Richards in sod. 
(2008), je v aminokislinskem zaporedju Fab regij uporabljenih protiteles. V naših 
molekularnih simulacijah so FcγR tvorili interakcije z regijami Fab, ki bi se lahko tvorile 
tudi v in vitro raziskavi, saj so bila uporabljena celotna protitelesa, vezana na kolono z regijo 
Fc. V člankih, ki opisujejo strukture FcγR, avtorji navajajo, da gre za strukture 
ekstracelularnih delov FcγR (Maxwell in sod., 1999), kar pomeni, da so in vitro interakcije 
med regijo Fab in FcγR hipotetično možne in jih ne smemo zanemariti pri oceni vezave. 
Tako bi lahko razlika Fab regij igrala ključno vlogo pri  vrednostih vezave, saj obstaja 
možnost, da anti-EpCAM protitelo z regijo Fab tvori ali zelo močne interakcije z vezanim 
FcγR, kar prispeva k razliki v vrednosti proste vezne energije. Lahko pa ima Fab regijo, ki 
ne tvori interakcij in tako omogoča močnejšo vezavo FcγR z regijo Fc tarčnega protitelesa.  
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Slika 20: Protitelo ipilimumab Gly236Ala (rumen) vezan na FcγR (rdeč) (3SGK) po končani simulaciji 
molekularne dinamike. 
Interakcije med regijo Fab in FcγR so vidne na Slika 20, kjer se jasno vidi, kako rumeno 
protitelo močno prekriva celotni ekstracelularni del FcγR. Ker smo v svojih izračunih za 
oceno afinitete uporabljali izračun vezne energije, ki je definiran tudi s številom 
nekovalentnih interakcij med proteinom in ligandom, je tako jasno, zakaj bi interakcije z 
regijo Fab lahko vnesle napako v naše izračune. Dodatno dejstvo, ki kaže na to, da napaka 
izvira v našem sistemu, je tudi drug članek, v katerem so ocenjevali razliko med mutacijo 
Ser239Asp/ Ile332Glu in Ser239Asp/Ala330Leu/Ile332Glu. Pokazali so selektivno zvišanje 
za FcγRIIa v primerjavi s FcγRIIb zgolj pri mutanti Ser239Asp/Ala330Leu/  Ile332Glu 
(Derer in sod., 2014).  
Teorijo tvorbe vodikovih vezi regije Fab s FcγR dodatno razložijo tudi rezultati izračuna 
proste vezne energije v primerjavi z rezultati tvorbe vodikovih vezi. Ti kažejo, da tvorita 
receptorja FcγRIIa in FcγRIIIa, vezana na mutirani ipilimumab, v povprečju več vodikovih 
vezi z regijo Fab. Oba imata tudi nižjo izračunano prosto vezno energijo. Prav tako opazimo 
to pri receptorju FcγRIIb, vezanem na divji tip ipilimumaba, kjer v primerjavi z mutiranim 
močno prevladujejo vodikove vezi z regijo Fab v primerjavi z vodikovimi vezmi, tvorjenimi 
z regijo Fc. Prav pri tej simulaciji smo izmerili najnižjo vrednost proste vezne energijo. Iz 
negativne korelacije  proste vezne energijo s tvorbo vodikovih vezi med regijo Fab s FcγR 
lahko sklepamo, da interakcije z regijo Fab ovirajo vezavo FcγR v vezavno mesto na regiji 
Fc protiteles. Tvorba vodikovih vezi med Fab regijo in FcγR lahko FcγR povleče stran od 
vezavnega mesta in povzroči izračun nižje proste vezne energijo. Nasprotno se pri 
simulacijah kompleksov z večjo afiniteto tvori povprečno več vodikovih vezi med FcγR in 
regijo Fc. Ali je večja vezava regije Fab mutiranega ipilimumaba s FcγR posledica mutacije, 
ne moremo trditi, verjetno je to posledica stohastičnega dogodka.  
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Slika 21: »Protein folding funnel« graf, točka 1: začetno energijsko stanje pred simulacijo molekularne dinamike, točka 2: 
prehodno stanje proteina med simulacijo, točka 3: končno stanje Gly236Ala ipilimumaba (cit. po Leopold in sod., 1992). 
Poleg razlike v Fab regiji med anti Ep-CAM in ipilimumabom ter negativne korelacije proste 
vezne energije z vezavo Fab na FcγR bi lahko napako v vrednosti proste vezne energije 
vnesla narava molekularnih simulacij. Kot smo omenili v pregledu literature, je glavna 
omejitev začetna konformacija našega izdelanega modela, ki izvira iz kristalnih struktur 
proteinov. Te niso vedno v energijsko minimizirani konformaciji. Simulacija lahko z 
začetnega mesta (točka 1) na Slika 21 razišče le določen spekter konformacij. Število 
konformacij, ki jih razišče, je močno odvisno od časa simulacije. Daljši čas simulacije, ki se 
približa biološki skali procesa, vrne bolj zanesljiv rezultat. Za lažjo predstavo nastanka razlik 
proste vezne energije si lahko zamislimo »protein folding funnel« graf, ki prikazuje 
energijsko stanje proteina v odvisnosti od njegove konformacije. Sklepamo, da se je pri 
simulaciji divjega tipa ipilimumaba s FcγR 1FCG in 3SGK kompleks protein-ligand zadržal 
v enem izmed lokalnih energijskih minimumov v točki 2 na Slika 21. Ta konformacija 
verjetno ne predstavlja konformacije proteina ob popolni vezavi na FcγR. Slednja 
konformacija ima verjetno nižjo vrednost proste vezne energije v točki 3 na Slika 21. 
Receptorja FcγRIIa in FcγRIIIa, vezana na divji tip ipilimumaba, sta lahko tekom 
molekularne simulacije naključno prešla ta energijski minimum in se zadržala na mestu 
energijsko ugodnejših konformacij proteina, kar se odraža pri nižjih izračunanih veznih 
energijah. S podaljšanjem časa naših simulacij ali z več vzporednimi simulacijami identičnih 
sistemov bi se lahko tej napaki izognili. 
5.2 ANALIZA REZULTATOV STREŽNIKA GenProBiS 
Zaradi težavnosti dokazovanja vplivov polimorfizmov na razplet zdravljenja smo želeli s 
pristopom GenProBiS poiskati vse dokumentirane polimorfizme v vezavnem mestu izbranih 
FcγR. Predvsem zanimivi so polimorfizmi, ki se nahajajo točno na mestih interakcije v 
zankah vezavnega mesta (Saxena in sod., 2016). Dokumentirali smo 12 polimorfizmov v 
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predvidenih vezavnih mestih za FcγRIIb, 9 za FcγRIIa in 10 za FcγRIIIa. Izmed teh nobeden 
ne ustreza polimorfizmoma, opisanima v literaturi, H131R za FcγR tipa II in V158F za FcγR 
tipa III. Gre za pomembno mesto interakcije, saj se na tem mestu tvori vodikova vez med 
karbonilno skupino V158 FcγR ter dušikom G236 protitelesa tipa IgG (Radaev in sod., 
2001). Samo eden od opisanih polimorfizmov zamenja aminokislino na mestu dokazane 
interakcije v zanki vezavnega mesta, in sicer Thr116Ile pri receptorju FcγRIIa. Poleg tega 
polimorfizma je za nadaljnjo evalvacijo zanimiv tudi Arg70Trp pri FcγRIIIa, saj triptofan 
zaradi svoje velikosti lahko močno ovira vezavo receptorjev. Večjih sprememb 
interakcijskih mest nismo opazili, saj le-te zaradi evolucijskega pomena FcγR, ki so ključni 
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6 SKLEPI                  
 Na podlagi izračuna proste vezne energije z in silico metodo (Slika 13) lahko ovržemo 
hipotezo, da ima ipilimumab z uvedeno mutacijo Gly236Ala višjo afiniteto FcγRIIIa. 
 Na podlagi izračuna proste vezne energije z in silico metodo (Slika 13) lahko ovržemo 
hipotezo, da ima ipilimumab z uvedeno mutacijo Gly236Ala višjo afiniteto FcγRIIa. 
 Na podlagi izračuna proste vezne energije z in silico metodo (Slika 13) lahko ovržemo 
hipotezo, da mutacija Gly236Ala zdravila ipilimumaba ne spremeni afinitete za 
FcγRIIb. 
 Inverzna korelacija števila vodikovih vezi med regijo Fab in FcγR (IIa, IIb, IIIa) (Slika 
15) z izračunom proste vezne energije (Slika 13) kaže vpliv regije Fab na prosto vezno 
energijo FcγR (IIa, IIb, IIIa). 
 Polimorfizma FcγR Thr116Ile in Arg70Trp sta obetavna kanditata za nadaljnje 
raziskave njunega vpliva pri zdravljenju z monoklonskimi protitelesi, katerih delovanje 
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7 POVZETEK 
Imunoterapija raka je sodoben pristop k zdravljenju te bolezni. Osnovni mehanizem temelji 
na uporabi imunskega sistema za prepoznavnje tumorskih tkiv in njihovo odstranitev. 
Nadzor raka s strani imunskega sistema je namreč primarni mehanizem obrambe pred 
lastnimi celicami, ki niso pod nadzorom programirane celične smrti. Terapevtska sredstva 
imunoterapije imajo sposobnost ponovne vzpostavitve imunskega nadzora ali prekinitve 
zaščite tumorskih celic. Eno izmed obetavnejših področij je blokada kontrolnih točk 
imunskega sistema, ki so v veliki večini inhibitorni receptorji, katerih ligande najdemo na 
širokem naboru celičnih tipov in so ključni za centralno in periferno imunsko toleranco. 
Ipilimumab je prvo humano protitelo, odobreno s strani FDA, za blokado kontrolnih točk 
imunskega sistema. Njegova primarna indikacija je metastaski melanom, ki je zaradi 
imunogene narave pogosto obdan s Treg celicami. Treg celice so populacija Limfocitov T, 
ki na imunski sistem delujejo inhibitorno. Na ta način melanom utiša imunski odziv v svojem 
mikrookolju. Na svojem površju izražajo receptor CTLA-4, na katerega se veže protitelo 
ipilimumab. Novejše raziskave mehanizma delovanja ipilimumaba izpostavljajo Treg celice 
in njihovo smrt kot glavni mehanizem protirakavega delovanja tega zdravila. Vlogo pri tem 
ima konstantna regija ipilimumaba, ki posreduje citotoksični učinek na celice Treg prek 
vezave na FcγR. Ti se nahajajo na površini efektorskih celic imunskega sistema, kot so NK 
celice ali makrofagi. Za doseganje terapevtske učinkovitosti je ključna vezava 
nizkoafinitetnih aktivacijskih receptorjev FcγRIIa in FcγRIIIa z regijo Fc ipilimumaba ter 
nespremenjena oz. zmanjšana vezava inhibitornega FcγRIIb. 
Uporaba računalniških tehnik za analizo in izboljšavo molekul lahko olajša  proces 
optimizacije molekul in se zaradi tega razloga pogosto uporablja v farmaciji pri razvoju 
zdravil. Predpostavka za uporabo takih pristopov so zanesljive informacije o strukturi 
proučevane molekule, ki jih najpogosteje pridobimo s spektroskopskimi metodami, kot sta 
rentgenska kristalografija ali nuklearna magnetna resonanca. 
Da bi ugotovili zanesljivost in vzpostavili kontroliran sistem simulacij molekularnih 
dinamik, smo ovrednotili vpliv mutacije, ki dokazano povzroča višjo vezavno afiniteto tega 
protitelesa za aktivacijska FcγRIIa in FcγRIIIa, kar bi lahko pripomoglo k večji učinkovitosti 
zdravljenja raka. Z uporabo homolognega modeliranja v programu Modeller smo pridobili 
model celotnega protitelesa ipilimumab na podlagi matričnih sekvenc 1HZH in 5TRU. S 
pomočjo spletnega strežnika CGUI smo pripravili ukazne datoteke za izvajanje simulacij 
molekularne dinamike. Sistemi naših simulacij so vsebovali izbran FcγR, vezan na kontrolno 
protitelo ipilimumab ali na Gly236Ala mutirano protitelo. Po koncu molekularne dinamike 
smo ocenili afiniteto vezave izbranih FcγR z uporabo modula v programu CHARMM, ki 
omogoča izračun proste vezne energije po metodi MM/GBSA. Poleg analize proste vezne 
energije smo izračunali tudi povprečno število vodikovih vezi, ki nastanejo med FcγR in 
protitelesom, z uporabo vtičnika HBONDS v program VMD. Sprotni pregled datotek poti 
proteina je razkril pogoste interakcije regije Fab s FcγR. Za oceno vpliva tega pojava smo 
izračunali tudi povprečno število vodikovih vezi, ki se tvorijo zgolj med regijo Fab in 
protitelesom ter med regijo Fc in protitelesom.  
Kot drug pomemben pogled z vplivom na terapijo z biološkimi zdravili je genetska 
variabilnost posameznika, ki jo opisuje področje farmakogenomike. Farmakogenomika se 
osredotoča na identifikacijo variacij genoma, ki bi lahko vplivale na izid zdravljenja z 
določenim zdravilom. Vplivi sprememb so vidni pri različnih farmakoloških lastnostih 
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zdravila kot posledica variacij v genomu. Najbolje opisane spremembe v farmakogenomiki 
so polimorfizmi posameznega nukleotida. Pri slednjem gre za zamenjavo posamezne baze v 
genu, ki se pojavlja vsaj pri 1 % populacije. V primeru proučevanja genomskih variacij 
pacienta je pomembno, da lahko napovemo, ali variacija, ki jo morda poseduje, lahko vpliva 
na zdravljenje ter kako. Glavna ovira pri splošni implementaciji farmakogenomike v 
klinično okolje je pomanjkanje študij cenovne učinkovitosti takega testiranja pred pričetkom 
zdravljenja, zato bi bilo smiselno vzpostaviti in silico sisteme za prvotne ocene vpliva 
polimorfizmov posameznih nukleotidov. Farmakogenomski aspekt terapije z zdravilom 
ipilimumab smo zato ovrednotili z uporabo strežnika GenProBiS, ki omogoča napoved 
vezavnih mest in izpis dokumentiranih variacij v vezavnih mestih. Za vsak uporabljen FcγR 
smo v strežnik vnesli identifikacijsko številko PDB ter črkovno oznako proteina ter poiskali 
ustrezna vezavna mesta, kjer je ProBiS kot ligande predvidel regije Fc protiteles s strukturo 
molekule, odložene na PDB. 
Rezultati analize vezavnih energij so bili v nasprotju z literaturo, kar je lahko posledica več 
razlogov. Kot najbolj relevanten razlog za nastanek napake v meritivi je prekratka dolžina 
uporabljenih simulacij, saj za biološko relevantne čase potrebujemo daljše simulacije oz. 
paralelne simulacije identičnih sistemov. Poleg tega je prisotna inverzna korelacija med 
številom tvorjenih Fab s FcγR ter prosto vezno energijo. Ta je nižja v primeru, v katerem je 
število povprečnih vodikovih vezi Fab s FcγR višje, kar nakazuje vpliv regije Fab pri vezavi 
FcγR na regijo FcγR. Tretji razlog za vnos možne napake je izbira protitelesa s strani avtorjev 
in vitro referenčnega članka. V eksperimentu so uporabili protitelo anti-EpCAM, katerega 
regija Fab se lahko precej razlikuje in vpliva na končni rezultat. 
Pri farmakogenomski analizi FcγR smo za vezavna mesta izpisali vse dokumentirane 
polimorfizme posameznih nukleotidov ter dokumentirali dve spremembi, ki kažeta visok 
potencial za vpliv na terapijo. Sprememba Thr116Ile pri receptorju FcγRIIa se nahaja na 
zanki z opisano interakcijo v vezavnem mestu. Arg70Trp pri FcγRIIIa pa zaradi mutacije v 
triptofan, ki zaradi svoje velikosti lahko močno ovira vezavo receptorjev.  
Rezultati naše naloge prispevajo k razumevanju uporabe molekularnih simulacij za opis 
večjih proteinskih sistemov in razkrivajo do sedaj nedokumentiran vpliv regije Fab pri 
vezavi FcγR na protitelesa. Poleg tega lahko z vzpostavitvijo zanesljivega sistema 
molekularnih simulacij za ovrednotenje sprememb tako v protitelesu kot pri receptorjih ter 
s kombinirano uporabo spletnega strežnika GenProBiS za identifikacijo polimorfizmov 
vezavnih mest enostavno ovrednotimo vpliv teh mutacij na terapijo.  
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